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ABSTRAKT 
 Tato bakalářská práce je zaměřená na využití obrazové analýzy při stanovení počtu 
a velikosti kolonií mikroorganismů. Experimentálním druhem mikroorganismů byly kvasinky 
Saccharomyces cerevisiae, které tvoří na pevném médiu pravidelné tvary kolonií. Byly 
použity metody obrazové analýzy založené na waveletové (vlnkové) transformaci. Pomocí 
počítačového programu HarFA byla provedena fraktální analýza digitálních snímků a byly 
určeny fraktální parametry. Naměřena data byla využita ke grafickému vyhodnocení 
distribuce a četnosti kolonií.  
ABSTRACT 
 This bachelor thesis focuses on the usage of image analysis in the determination of the 
quantity and of the size of microbial colonies. Microorganism used in the experiment was 
Saccharomyces cerevisiae, which forms regular shapes of colonies on the solid medium. The 
applied methods of image analysis were based on wavelet transform. Fractal analysis of 
digital images was performed using a computer program HarFA and fractal parameters were 
defined. The obtained data was used for graph representation of distribution and frequency of 
colonies. 
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vlastnosti mikroorganismů, kvasinky Saccharomyces cerevisiae, kolonie kvasinek, obrazová 
analýza, fraktální analýza 
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1. ÚVOD 
 
 Kvasinky Saccharomyces cerevisiae se ve světě obecně používají jako eukaryotický 
modelový organismus. Sekvence jejich genomu byla sestavena na začátku roku 1960 
a chromozomy obsahují stejné centromery a telomery, jako buňky vyšších eukaryotických 
organismů. S. cerevisiae jsou modelem v genomice a systémové biologii, posloužily 
na studium stárnutí, regulace genové exprese, transdukce signálu, buňkového cyklu, 
metabolismu a mnoho jiných biologických procesů [1]. Kvasinky na pevném médiu tvoří 
makroskopické kolonie, co jsou organizované mnohobuněčné populace, které jsou jako celek 
odolnější a účinně se adaptují prostředí i při hladovění a dalších stresových podmínkách. 
Za těchto okolností se každá individuální buňka snaží o profit celé populace, a to je důvod, 
proč se kolonie kvasinek stali skvělými modely pro výzkum různých, základných buňkových 
procesů, kam patří buňkové interakce, signalizace a diferenciace [2].  
 Mikroskop je stále účinný nástroj používaný v biologii, ale narůstá využití digitálních 
fotoaparátů, které jsou citlivější jako lidské oko. Fotografie je originální soubor dat a vhodný 
počítačový program ho pomocí obrazové analýzy dokáže zpracovat. Obrazová analýza, 
popsaná obecně, je automatické získání informace o předmětu analýzy z obrazu. 
Automatizace nabízí několik výhod. Umožňuje rychle a kompletně vyhodnotit soubor dat 
a může kvantitativně detekovat i nepatrné změny. Analýza probíhá pouze na výřezu snímku 
tzv. mikrofotografii, zbylé části jsou poté statisticky dopočítány a interpretované jako celek 
[3], [4]. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1 KVASINKY 
 Kvasinky jsou jednobuněčné eukaryotické mikroorganismy. Systematicky jsou řazené 
do říše hub (Fungi). Způsobem rozmnožování se dělí do dvou kmenů: stopkovýtrusých 
a vřeckovýtrusých. Místem výskytu je organický substrát, kterým může být voda, půda, 
rostliny, zvířata i člověk. Kvasinky jsou významnými mikroorganizmy ve výrobě potravin 
a v průmyslu. Nepostrádatelné bývají při výrobě piva, vína, kynutého pečiva a biomasy. Kvůli 
jednoduché stavbě buňky, která je i v menších rozměrech obdobná buňkám vyšších eukaryot, 
mohou sloužit jako modelový organismus molekulární biologie [5][6]. 
 
 
 
Obr. 1 – S. cerevisiae na snímku ze SEM mikroskopu [7] 
 
2.1.1 Tvar a složení buněk kvasinek 
 Za základní tvar je považován rotační elipsoid, ale také mohou mít kulatý, oválný, 
lahvovitý, podlouhlý a vláknitý tvar. Velikost buněk se pohybuje v rozmezí (3 – 15) µm. 
Změny tvaru a velikosti buněk v průběhu vývojových stádií souvisí s biochemickými procesy, 
které v nich probíhají a se složením živného substrátu a určitá variabilita se vyskytuje 
i ve stejné kultuře jednoho kmene [8][9], [10]. 
 Vegetativní kvasinková buňka se skládá ze silné a pevné buněčné stěny. Hlavní složkou 
buněčné stěny (80% sušiny) jsou polysacharidy. Mají strukturu vláken tvořící hustou pevnou 
spleť, která je vyplněna bílkovinami. U všech doposud analyzovaných druhů kvasinek byly 
zjištěny jako stěnové polysacharidy glukany, u S. cerevisiae jsou ještě přítomny mannany 
ve formě fosforečných esterů. Další vrstvou je jemná cytoplazmatická membrána a její základ 
tvoří fosfolipidová dvojvrstva. V cytoplazmě jsou mitochondrie na respiraci, peroxizomy 
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na oxidativní degradaci a vakuoly se stejnou funkcí jako u vyšších rostlin Jádro 
je od cytoplazmy odděleno s dvojitou jadernou membránou a obsahuje chromatin [9].  
 
Obr. 2 – Schéma kvasinky [11] 
 
2.1.2 Metabolizmus 
 Mikroorganizmy mají rychlý a intenzívní metabolismus, na který má vysoký vliv pH, 
teplota a přísun živin. Kvasinky se zařaďují mezi chemoheterotrofní a fakultativně anaerobní 
organismy. Mnoho druhů proto dokáže fermentativně odbourávat mono-, di- a trisacharidy na 
CO2. V průběhu kvašení se syntetizuje glykogen, zásobný sacharid, který je zdrojem energie 
při hladovění. Produktem kvašení S. cerevisiae je biomasa, ethanol, droždí a invertasa (enzym 
ze třídy hydrolas). Zdrojem dusíku jsou amonné ionty a aminokyseliny [12]. 
2.1.3 Rozmnožování 
 Většina rodů kvasinek se vegetativně rozmnožuje pučením. Při pučení je vznikající dceřiná 
buňka (pupen) spojena kanálkem s mateřskou buňkou. Mateřská buňka se nejprve na pučení 
připraví protáhnutím tvaru mitochondrií, opakovaným dělením vakuol a splynutím membrán 
endoplazmatického retikula. Do pupenu buňka přeskupuje drobné vakuoly, mitochondrie 
a nakonec i mitotickým dělením vzniklé jádro. Kanálek mezi mateřskou a dceřinou buňkou 
se uzavře cytoplazmatickou membránou a v pupenu vzniká endoplazmatické retikulum. 
Pučení je ukončeno po vytvoření buněčné stěny a spojení drobných vakuol do jedné. Pupen 
ve velikosti původní mateřské buňky se většinou okamžitě oddělí [10]. Buňka pučí několikrát 
za život a každý oddělený pupen zanechává na povrchu viditelnou jizvu [13]. 
 U kvasinek je znám i pohlavní způsob rozmnožování, při kterém jsou výsledkem pohlavní 
spory. Kvasinky tvoří endospory umístněné v asku, nebo exospory ležící vně sporotvorných 
buněk. Pohlavní rozmnožování představuje konjugaci dvou haploidních buněk. Dochází také 
ke splynutí obou jader tzv. karyogamii a vzniká jedno diploidní jádro. Toto jádro se meiózou 
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dělí na čtyři haploidní jádra, které jsou základem pohlavních spor. V životním cyklu kvasinek 
se pravidelně střída haploidní a diploidní fáze buněk [9]. 
 
 
 
Obr. 3 – Životní cyklus kvasinky [14] 
 
2.1.4 Kolonie 
 Kolonie vznikají dělením jedné nebo několika nepohyblivých kvasinek rostoucích 
na pevném povrchu. V kolonii se jednotlivé buňky specializují a vykazují různorodé 
vlastnosti a znaky, které nejsou přítomné v samostatně žijících buňkách. Zároveň se kolonie 
vyskytují spolu jako mnohobuněčné populace a vyvíjí se na základě mezibuněčné signalizace 
a společné koordinaci společenstva. Takto každá kolonie získává schopnost rychlé adaptaci 
na měnící se vnější podmínky. 
 Mezibuněčná komunikace je založená na plynném metabolitu amoniaku. Amoniakový 
signál začne produkovat kolonie, která jako první pocítí následky poklesu živin. Sousední 
kolonie ho zachytí a začne ho produkovat také, nakonec je produkovaný celým 
společenstvím. Plynný amoniak rozběhne procesy na celkovou změnu metabolismu kolonií, 
díky které pokles koncentrace živin nevyvolá stres a může pokračovat zdravý vývoj. 
 Zatím jsou známé jen některé funkce buněk v rámci jedné kolonie. Kvasinky na povrchu se 
podílí na tvorbě ochranné vrstvy spojováním svých buněčných stěn pomocí proteinů, a tak 
zvyšují stabilitu celého komplexu. Při přijatí amoniakového signálu se změní metabolismus 
jenom u buněk v okrajových oblastech s vyšší šancí na přežití a některé buňky uvnitř 
odumřou, aby jejich těla poskytly potřebné živiny [15][16]. 
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Obr. 4 – Kolonie S. cerevisiae snímaná SEM mikroskopem [17] 
 
2.1.5 Rychlost růstu 
 Rychlost množení se posuzuje dle množství buněk nebo dle hmotnosti hmoty, která 
se vytvořila z původně naočkovaného množství za daných podmínek kultivace a v daném 
čase. Za optimálních podmínek se kvasinky rozmnožují rychle, ale se zvýšením počtem 
je omezený příjem živin buňkou a také odvod produktů metabolizmu. Zvyšování počtu buněk 
neprobíhá rovnoměrně, ale řídí se růstovou křivkou (Obr. 4). Populace roste, zvětšuje se, 
tvaruje se, v určité době začíná stagnovat a nakonec buňky vymírají [13], [18], [19]. 
Růstové fáze: 
1) Přípravná, latentní fáze (LAG): buňky se přizpůsobují novému prostředí, dochází 
k aktivaci enzymového systému a přípravě na rozmnožování. Délka fáze závisí 
na fyziologickém stavu buněk a na složení nového růstového media.  
2) Fáze logaritmická: představuje nejintenzivnější množení buněk, jejich počet narůstá 
exponenciálně přímo úměrně času.  
3) Fáze stacionární: dochází k vyrovnání počtu odumírajících a nově vznikajících. Začátek 
této fáze je spojen se spotřebováním živin nebo hromaděním produktů metabolismu.  
4) Fáze odumírání buněk: v médiu se hromadí mrtvé buňky a dochází k postupnému 
zániku celé populace [13][18],[19]. 
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Obr. 5 – Růstová křivka [20] 
 
2.2 STANOVENÍ POČTU BUNĚK 
 Na přesné stanovení počtu buněk ve vzorku se nejběžněji používají přímé metody a to 
počítaní buněk v kalibrované komůrce pod světelným mikroskopem anebo poloautomatické 
počítání pomocí průtokové cytometrie. Využití mají v medicíně, klinické praxi 
a ve výzkumných laboratořích, kde ze suspenzí zjišťují např. množství červených a bílých 
krvinek, trombocytů nebo buněk v buněčných kulturách.  
 Mikrobiologie využívá předpokladu, že z jedné buňky se na pevném médiu namnoží celá 
kolonie. Hodnota KTJ (kolonii tvořící jednotka) udává celkový počet životaschopných 
buněk [21]. 
 
2.2.1 Bürkerova komůrka 
 V praxi využívanou nejjednodušší metodou na přímé stanovení počtu buněk je pomocí 
kalibrovaných počítacích komůrek. Používá se více druhů, které se různí provedením nebo 
rozměry mřížky, např. Bürkerova, Cyrusova, Thomova, Neubauerova, Malassez.  
 Bürkerova komůrku je tvořena silným podložním sklem, do jejíž střední části je vyryta 
mřížka čtvercových políček o definované ploše a hloubce. Plocha jedné počítací sítě 
je 9 mm2, hloubka 0,1 mm. Síť je tvořena devíti velkými čtverci, každý je dále rozdělen 
dvojitými čarami na skupinu šestnácti malých čtverců (plocha jednoho čtverce činí 
0,04 mm2). Zředěná suspenze je přenesena Pasteurovou pipetou na okraj krycího sklíčka 
a do prostoru počítací sítě je nasáta kapilární elevací. Po usazení se buňky počítají přímo pod 
mikroskopem. Výsledná koncentrace, počet buněk na 1 µl, pro každou oblast je stanovena dle 
rovnice: 
B
rhp
N  
B , (1)
kde B představuje stanovovanou koncentraci NB počet buněk, p plochu v mm2, h hloubku 
v mm a r je ředění. 
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 Aby buňky ležící na hranici dvou oblastí nebyly započítány dvakrát, pro každou oblast 
se počítají hraniční buňky dotýkající se dvou na sebe kolmých hraničních čar. 
Při nedostatečné opatrnosti se mohou vyskytnout vzduchové bubliny pod krycím sklíčkem 
anebo příliš velké shluky buněk neodpovídající skutečné koncentraci ve vzorku [22]. 
 
 
Obr. 6 – Počítací síť Bürkerovy komůrky [23] 
 
2.2.2 Průtoková cytometrie 
 Průtoková cytometrie je jednou z metod luminiscenční analýzy. V posledních letech 
je považována za běžnou metodu ve výzkumu lidských, živočišných a rostlinných buněk. 
V mikrobiologii a experimentální biologii se využívá ke stanovení počtu buněk, kvantitativní 
analýze DNA, biofyzikálnímu a biochemickému stanovení včetně kinetiky buněčných 
procesů. Ve výzkumu kvasinek je aplikována při vyhodnocování změn v populaci ve spojení 
s vhodným fluorescenčním barvením.  
 Průtokový cytometr je sestavený z navzájem propojených základných dílů – fluidika, 
optika, fluorescenční detektory a elektronika. Přídavným zařízením může být třídič (sorter), 
který podle zvolených charakteristik třídí procházející částice. Při volbě excitačního zdroje 
jsou dvě možnosti, a to buď laser s určitou vlnovou délkou, nebo rtuťová výbojka emitující 
světlo s různou vlnovou délkou a energií. Zdroj pomáhá transportovat vstřikované buňky 
postupně do měřící komory. Tu dojde k rozptylu světla pod určitým úhlem a pomocí 
optických drah, čoček, zrcadel a filtrů je zachycené záření přivezeno na opticky aktivní vrstvu 
detektorů (fotonásobičů a fotodiod). Technicky je nejsložitější elektronický podsystém, který 
převádí optické signály na elektronické. Následně jsou zesilované, digitalizované 
a zpracované do výstupné formy jako grafické záznamy jednotlivých buněk.  
  Měřící cela je místo, kde se střetnou buňky procházející kapilárou se světlem z excitačního 
zdroje. Z tohoto důvodu světlo změní svůj směr a může se rozptýlit, odrazit nebo při určité 
vlnové délce vyvolat fluorescenci. Detekován je uhel rozptylu světla ve směru toku paprsku 
a určuje velikost buněk (Forward scatter). Detektor zachycuje také rozptyl světla pod úhlem 
90° vzhledem k excitačnímu paprsku a signalizuje granularitu (Side scatter) buněk. 
Počítačová interpretace analyzovaných dat jsou různé diagramy, histogramy (viz Obr. 7).   
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 Průtokový cytometr obsahuje i zařízení na automatické počítaní částic, čím se dá získat 
hodnota koncentrace buněk v objemové jednotce média. Při určovaní počtu mikroorganismů 
je důležité, aby nemněli vláknitou strukturu a netvořili shluky [24][25][26]. 
 
 
 
Obr. 7 - Dvojrozměrný tečkový diagram (dot plot). Množství častíc  
v suspenzi krve je vyjádťeno hustotou bodů. [27] 
 
2.3 OBRAZOVÁ ANALÝZA 
 Počet mikroorganizmů, objektů všeobecně, se dá stanovit i pomocí počítačového programu. 
V tomto případě stačí pořídit digitální fotografii, která se vyhodnotí obrazovou analýzou. 
Fotografie jako digitální obraz vzniká digitálním zařízením, které snímá odraz viditelné části 
spektra elektromagnetického záření. Obraz je reprezentovaný maticí obrazových bodů 
(pixelů). Každý bod má přesně určenou polohu v 2D souřadnicovém systému os x, y 
a obsahuje informaci o barevné hodnotě a intenzitě (jasu). Barvu viditelného spektra tvoří tři 
složky – červená, zelená a modrá (RGB). Barva a poloha je definovaná jako číselná hodnota, 
a teda je nasnímaná fotografie soubor čísel a její upravování znamená, že program zpracovává 
číselné hodnoty pomocí matematických operací. Aby se nemuselo pracovat s jednotlivými 
pixely, data se lineárně (integrálně) transformují. Pomocí definované báze se jim přiřadí 
spektra, v kterých pixely zvýrazňují různé vlastnosti celého zdrojového obrazu. Báze mohou 
být tvořené diskrétními periodickými funkcemi (např. harmonické) nebo diskrétními 
prostorově omezenými funkcemi (vlnkové) [28]. 
 Jednotlivé měření znaků objektů se dají rozdělit do čtyř skupin. První vyžaduje hodnoty 
pixelů a podle nich se vypočítá barva, jas, hustota je derivovaná hodnota pixelů. Druhou 
skupinou je měření velikosti, např. plocha, průměr, délka, obvod. Třetí udává informace 
o pozici ve formě absolutních souřadnic nebo polohy vzhledem k ostatním objektům. 
A poslední jsou hodnoty charakterizující tvar [28][29], [30]. 
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2.3.1 Fraktální analýza 
 Fraktální analýza je jednou ze základných metod obrazové analýzy, kde hlavní zkoumanou 
části je fraktální objekt. Fraktál je nekonečně členitý geometrický útvar a jeho opakem 
je geometricky hladký útvar, který popisuje klasická Euklidovská geometrie. Důležitým 
znakem fraktálů je soběpodobnost, a to znamená, že objekt vypadá stejně (nebo podobně) 
 v jakémkoliv měřítku. Útvar je charakterizovaný dvěma parametry. Prvním je fraktální 
dimenze D, jako počet informací (např. souřadnic), který popisuje stupeň složitosti objektu 
v závislosti na rychlosti růstu jeho délky, obsahu, případně objemu na velikosti měřítka. 
Fraktální míra K, jako druhý parametr, udává velikost plochy, rozhraní [31], [32]. 
 
 Celková analýza má několik kroků: 1. digitalizace, 2. úprava obrazu, 3. prahování, 
4. měření, 5. statistická analýza, 6. interpretace výsledků [31]. Existuje mnoho počítačových 
programů, zde uvádím tři. Program NIS-Elements [34] nabízí velké množství funkcí 
a je programovaný českou firmou. ImageJ [34] je volně ke stáhnutí na internetu, 
co je nespornou výhodou a HarFA [36] je produktem Fakulty chemické VUT v Brně. 
2.3.2 NIS-Elements 
 Program NIS-Elements (do srpna 2006 známy pod názvem LUCIA) je užívaný 
pro obrazovou analýzu na VŠCHT už dlouhodobě a je jedním z nejpoužívanějších v celé ČR. 
Velkou výhodou je ovládání programu v českém jazyce a jednoduché rozhraní. NIS Elements 
je vyvíjen českou firmou Laboratory Imaging spol. s r. o. a s menší mírou spolu s Instruments 
Company, Nikon Corporation. Tento počítačový systém kombinuje ovládání mikroskopu, 
fotoaparátu a kamery s výkonnými funkcemi pro analýzu, vizualizaci a archivaci 
nasnímaných obrazů [33]. 
 Verze pro pokročilé uživatele (NIS-Elements AR) obsahuje všechny základné funkce plus 
rozšíření a plně automatizované ovládání a měření. Program umožnuje pracovat s každým 
běžným obrazovým formátem, např. JPG, JTF, BMP, JPEG2000, TIFF, AVI, ICS/IDS. 
Kromě toho používá formát ND2, který byl speciálně vyvinutý pro NIS-Elemenets. 
Při vícerozměrném snímaní se ukládají obrazové sekvence, ve kterých jsou obsaženy 
informace o podmínkách a nastavení experimentu. Vytvořené obrazy jsou složené z jedné 
nebo více obrazových vrstev. Patří sem anotační vrstva, která uchovává vektorové objekty 
a uživatel do ní může přidat textové poznámky. Binární vrstva (obsahuje jenom dvě barvy) 
vytvořená jako výsledek prahování a poslední vrstvou je kamerou získaná barevná vrstva. 
Přibližné měření umožňují okulárová měřítka, kterými se mohou manuálně změřit hodnoty 
délky, plochy, uhlů, počtu a poloměrů. Vlastnosti objektů, nebo polí, na obraze se dají 
analyzovat různými způsoby. Program dokáže obrazové body roztřídit podle určených 
charakteristik, např. hodnoty intenzity, RGB, a to do vytvořených skupin a databází. Všechny 
hodnoty dat, výsledků a grafy mohou být exportovaná do jiných programů a aplikací [33]. 
2.3.3 ImageJ2 
 K zpracování a analýze biomedicínských a mikroskopických obrazu je zdarma dostupný 
program ImageJ, který je napsán v programovacím jazykem Java. Program je rozšiřitelný 
zásuvnými moduly. Autorem původní verze ImageJ je National Institute of Mental Health, 
Maryland, USA. Aktuální verze je obohacena o nové funkce a také zvládá zpracovat 
vícedimenzionální obrazové data [34]. 
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 Mezi základní výbavu patří zobrazování, zpracování, ukládání a tisknutí 8, 16 a 32 bitových 
obrazů a podporuje obrazové formáty TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM a FITS. Obraz 
zpracovává Fourierovou analýzou, manipulací s kontrastem, mediánovým filtrováním a počítá 
plošné a pixelové statistiky, měří vzdálenosti a úhly a vytváří histogramy. Barevný obraz 
může být převeden na pseudobarevný, kde je jasová intenzita objektů reprezentována odstíny 
šedé a práce s ním je jednodušší. Analýze pomáhají i různí filtry jako redukce šumu, nastavení 
kontrastu, ostření, vyhlazování, detekce hran. Geometrická změna obrazu je prováděná 
pomocí změny měřítka, rotaci nebo překlopením, také zmenšením a zvětšením v libovolném 
poměru. Funkce Morfologické separace objektů odděluje objekty, když se překrývají nebo 
dotýkají [34][35]. 
2.3.4 HarFA   
 Počítačový program HarFA (Harmonic and Fractal Image Analyser) lze také využít 
k obrazové analýze a je vyvíjen na Fakultě chemické VUT v Brně. Byl sestaven tak, aby 
prováděl harmonickou a fraktální analýzu digitálních obrazů, a tým vypočítal fraktální 
parametry objektů [36]. Má jednodušší uživatelské rozhraní, které je ovládatelné v anglickém 
jazyce.  
 Harmonická analýza znamená 1D nebo 2D diskrétní Fourierovy transformace obrazové 
informace, vlnková (waveletová) analýza 1D nebo 2D je založena na Haarově transformaci. 
Algoritmy na výpočet se liší, ale oba pracují s délkou datového souboru N (nebo N×N 
v případě 2D transformace, kde N je celé číslo 2N). Z tohoto důvodu může být velikost 
analyzované oblasti nastavena na 32, 64, 128, 256, 512,… pixelů. Soubor údajů může 
obsahovat hodnoty intenzity (odstíny šedé) nebo barevné složky (červené, zelené, modré) 
a výsledky se posuzují jako 1D, 2D (transformované obrázky) a 3D grafy. Fraktální analýza 
znamená stanovení fraktální dimenze a fraktální míry obrazu pomocí modifikované Box 
Counting metody (metody počítaní čtverců). Touto technikou jsou zkoumané černobíle 
fraktální struktury, které se objeví pomocí prahování (Treshholding). Prahováním 
se transformuje barevný objekt na fotografii na černobílý a parametry prahu jsou nastavitelné. 
Program dále umožňuje různé korekce snímků, aplikovat filtry a barevné separace [36]. 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 V experimentální části práce byl použitý program HarFA, verze 5.5, na fraktální analýzu 
modelových dat a snímků kolonii kvasinek kmene S. cerevisiae.  
3.1 Použitý druh kvasinek 
Saccharomyces cerevisiae CCY 21-4-102 
 Kvasinky laboratorního kmene S. cerevisiae byly vybrány z důvodu, že tvoří kolonie 
kulatého tvaru a hladké struktury. Kolonie nabývají podobné rozměry a barvou se dostatečně 
odlišují od povrchu pevného média.  
3.2 Příprava preparátů 
 Preparáty byly připraveny očkováním. Suspenze čisté kultury S. cerevisiae CCY 21-4-102 
byla přenesena na sterilní ztužené živné médium na Petriho misce, kde následně vyrostly 
kolonie 
 V baňce bylo vytvořeno kultivační médium v objemu 150 ml, složené ze sladiny, agaru 
(práškovitý, 3 g) a destilované vody. Sladina pocházela ze  Starobrno a.s. a byla zředěná 
vodou na 7 hmot. % extrakt. Agar je polysacharid, který se získává z červených  mořských řas 
s gelujícími schopnostmi. Hodnota pH byla upravena na 6,5 pomoci nasyceného roztoku 
uhličitanu sodného. Po sterilizaci vlhkým teplem v autoklávu bylo živné médium rozdělené 
do sterilních Petriho misek. Tloušťka agarové plotny byla přibližně 3 – 4 mm a ztuhla 
ve vodorovné poloze.  
 Suspenze kvasinek byla ředěná koeficientem 10. Do připravené řady zkumavek 
obsahujících 0,9 ml destilované vody, se odpipetovalo 0,1 ml suspenze do prvé zkumavky. 
Do druhé zkumavky se pipetou odebralo 0,1 ml z prvé zkumavky a stejně se posupovalo 
i při třetí zkumavce. Výsledné koncentrace byly 1·10-4 M, 1·10-5 M a 1·10-6 M. 
 Na pevný agar se očkovaly vzorky ze zkumavek v objemu 0,1 ml a byly roztírané sterilní 
hokejkou a pak se nechali týden kultivovat. Podle dávkované koncentrace se odvíjel různý 
počet vzniklých kolonií.  
 
Vytvoření snímků na analýzu 
 Kolonie S. cerevisiae byly snímané přímo na Petriho misce. Optické záznamy 
na zpracování byly pořízené pomocí fotoaparátu Nikon AF-S VR DX Zoom-Nikkor  
(18 - 55) mm f/3.5-5.6G ED  a uložené ve formátu JPEG, který byl kompatibilní s programem 
HarFA.  
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Obr. 8 - Snímek kolonii kvasinek na Petriho misce 
 
3.3 Fraktální analýza 
 Cílem analýzy snímků kolonií kvasinek bylo zjistit distribuci a počet kolonií v preparátu. 
Stanovení počtu počítačovou analýzou je oproti ručnímu počítání přesnější a při větším 
množství vzorku se dá zautomatizovat. Automatizace urychluje proces a snižuje se riziko 
chyby. K ověření správnosti postupu a algoritmu automatizace byly použité modelové data.  
 Analýza obsahovala dva kroky:  
1) nalezené byly vhodné podmínky pro modifikaci obrazu. 
V programu HarFA byl snímek převeden na černobílý tak, aby nedošlo ke ztrátě detailů 
(informací o koloniích), ale zároveň se musely odseparovat okolní nežádány vlivy. Navíc 
se touto cestou zjistily fraktální parametry obrazu. Data byly z programu exportované 
do textového souboru, čím byly pixely převedeny na souřadnice. 
2) byla provedena analýzy pomocí MS Excel.  
Statisticky zpracovaná data byly využité na zjištění distribuce vzhledem k určenému bodu 
(zvolený bod je těžiště) a také četnosti kolonií a jejich velikosti z poloh maxim distribučních 
funkcí.  
3.3.1 Analýza modelových dat 
Vytvoření modelů 
 Na analýzu byly připravené dva modely, každý s určitým počtem a distribuci modelových 
kolonií (viz Tab. 1). Do soustředných kružnic, kterých průměr se zvětšoval o 50 pixelů, 
se vložily menší plné kruhy představující modelové kolonie kvasinek rozložené v prostoru  
(na Petriho misce).  
 
Tab. 1 Počet modelových kolonií  
 
model počet modelových kolonií v jednom kruhu 
1. lineární 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
2. mocninná 1 4 9 16 25 36 49 72 81 
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Volba vhodného prahování 
 Model byl v programu HarFA převeden na černobílý s pomocí funkci prahování. 
Nejvhodnější práh pro další analýzu byl zjištěn pomocí Box counting metody. Získané 
hodnoty prahovaného obrázku byly exportovány v podobě textového souboru určujícího 
souřadnice bodů do MS Excel na další analýzu pomocí Mass-Radius metody. 
 
Analýza obrazu 
 Distribuční funkce modelových kolonií jsou vypočtené použitím metody počítaní plochy 
Mass-Radius. Základem je stanovit závislost mezi počtem černých a bílých pixelů v kruhové 
rovině s určitým poloměrem vzhledem k centrálnímu místu fraktální struktury. Centrálním 
místem je těžiště soustavy a je vyhledané v průměrných hodnotách pro x, y souřadnice, pak 
je stanovená vzdálenost bodů (hodnoty bílých pixelů z prahovaného obrázku) od určeného 
místa. V tomto případě využitá metoda graficky zobrazila distribuci kolonií kvasinek kolem 
těžiště (viz Obr. 9). Oblast kolem těžiště je definovaná mezikružím o poloměru r a r + r, 
kde velikost kroku byla zvolena r = 10 pixelů. 
 
 
 
Obr 9 - Modelový obrázek č. 1 a jeho zobrazení pomocí bodů (napravo) 
 
 Graf závislostí hustoty pravděpodobnosti na poloměru analyzované oblasti vzhledem 
k těžišti zjištěné pomocí Mass-Radius metody je uveden na Obr. 10. Polohy maxim 
odpovídají velikosti kruhů modelujících kolonie kvasinek. Z jejich vzdálenosti lze odhadnout 
velikost kolonií (42 pixelů). Vzhledem k tomu, že hustota pravděpodobnosti vzrůstá přibližně 
lineárně, lze také konstatovat, že počet kruhů se se vzdáleností od těžiště zvětšuje lineárně, 
což potvrzuje vlastnosti původního modelu (viz Tab. 1). Počet modelových kolonií v celé 
oblasti je přibližně 45, což je ve shodě se zadanými daty. Na Obr. 11 a Obr. 12 jsou 
závislosti četnosti a kumulativní četnosti vyneseny v logaritmickém měřítku. Strmost 
regresních přímek určuje fraktální dimenze ploch a rozhraní kolonií (viz Tab. 2). 
 
 
 19
 
Obr. 10 - Hustota pravděpodobnosti jako funkce relativního poloměru (model č. 1) 
  
 
Obr. 11 - Logaritmická závislost četnosti na poloměru (model č. 1) 
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Obr. 12 - Graf logaritmické závislosti kumulativní četnosti na poloměru (model č. 1) 
 
 Výsledkem analýzy druhého modelového obrázku byly také distribuční funkce. S využitím 
metody Mass-Radius byla opět graficky zobrazená distribuce modelových kolonií kolem 
určeného těžiště (viz Obr. 13). 
 
 
 
Obr 13 - Modelový obrázek č. 2 a jeho zobrazení pomocí bodů (napravo) 
 
 Na Obr. 14 je uvedena závislost hustoty pravděpodobnosti na poloměru analyzované 
oblasti. Polohy maxim a minim jsou více viditelné oproti modelovému obrázku č. 1, a to 
z důvodu vyššího počtu použitých modelových kolonií v každém mezikruží, čímž dochází 
k výraznějšímu přechodu mezi nimi. Vzdálenosti těchto maxim prezentují odhadovanou 
velikost kolonií (23 pixelů). Rychlejší spád vzrůstu hustoty pravděpodobnosti potvrzuje, 
že se počet kruhů se vzdálenosti od těžiště zvyšuje úměrně s druhou mocninou tak, jako byl 
model nastaven (viz Tab. 1). Počet modelových kolonií v celé oblasti je přibližně 287, 
což je ve shodě se zadanými daty.  
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Obr. 14 - Hustota pravděpodobnosti jako funkce relativního poloměru (model č. 2) 
 Grafy na Obr. 15 a Obr. 16 zobrazují závislosti četnosti a kumulativní četnosti 
na poloměru vyneseny v logaritmickém měřítku. Strmost regresních přímek určuje fraktální 
dimenze ploch a rozhraní kolonií (viz Tab. 2). 
 
 
Obr. 15 - Logaritmická závislost četnosti na poloměru (model č. 2) 
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Obr. 16 - Logaritmická závislost kumulativní četnosti na poloměru (model č. 2) 
 
3.3.2 Analýza experimentálních dat 
 Po testě správnosti postupu na modelech byly stejným způsobem analyzované všechny 
pořízené snímky kolonií kvasinek. Zde je uvedena detailní popis vyhodnocení na jednom 
ze snímků. Na Obr. 8 je fotografie kolonií před zpracováním, a která byla v následující části 
vyhodnocená. 
 
Volba vhodného prahování 
 Nejprve byl snímek otevřen v programu (HarFA/File/Open Image) a využitá byla operace 
dvourozměrné vlnkové analýzy obrazu (Wavelet Analysis 2D). V zobrazené liště nástrojů byly 
ručně nastaveny přesné podmínky zpracování, jako je možné vidět na Obr. 17. Velikost (Size) 
zkoumaného výřezu byl 256×256 pixelů (viz Obr. 18) a v nabídce (Process) byla vybraná 
barevní separace dle intenzity (Intensity). Dále byla zatrhnutá možnost Processed Data, 
aby byla fraktální analýza zpracovaná. Pracováno bylo s černobílým obrázkem (BW), který 
vznikl prahováním (Thresholding). Jako nejvhodnější práh se ukázala hodnota 200, kdy byl 
nejvíc odseparován okraj Petriho misky a jiné šumy. Celý obrázek byl separován na odstíny 
šedé (Separation/ Grayscale), čímž se získalo optimální rozmezí barevného spektra (Range 
Anlysis/Optimal Range). Nakonec byla spuštěná analýza (Start Range Analysis). Získaná 
grafická data na analýzu byla uložená do textového souboru (File/ Save Image as text) 
a potom exportovaná do MS Excel k dalšímu vyhodnocení.  
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Obr. 17 – Snímek otevřen v programu HarFA a nastavení parametrů pro jeho analýzu 
 
 
 
Obr. 18 - Výřez 256256 pixelů ze snímku v průběhu fraktální analýzy. 
Černé části se zabarvují fialovou a bílé zase zelenou barvou.  
 
 
 
Obr. 19 - Graf fraktálního spektra 
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 Graf závislosti fraktální dimenze na fraktálním spektru (Obr. 19) byl využitý na zjištění 
vhodného prahu pro další analýzu. Fraktální parametry program počítá postupem založeným 
na pozměněné Box Counting metodě (metoda nejmenších čtverců), kdy jsou prozkoumané 
černé a bílé fraktální struktury, metoda je podobná Mass-Radius metodě. Na černobílý 
obrázek je pokládaná čtvercová síť o velikosti r a počítá se počet čtverců N potřebných 
k pokrytí celého obrázku. Graf fraktální analýzy je závislost logaritmu počtu čtverců 
na hodnotě logaritmu velikosti sítě:  
 rDN loglog   (2) 
 Regresní analýzou lineární závislosti uvádí tabulka pod grafem (Obr. 20) hodnoty fraktální 
dimenze D (směrnice regresní přímky) a fraktální míry K (úsek na ose y). Písmeno R 
je koeficient regrese a hodnota charakterizuje spolehlivost výsledků.  
 
 
 
Obr. 20 - Graf fraktální analýzy 
 
Analýza prahovaného obrazu 
 Analýza experimentálních dat probíhala obdobně jako při modelech. Opět byla metoda 
Mass-Radius využitá na stanovení distribučních funkcí. Na Obr. 21 je znázorněné rozložení 
kolonií kolem vypočteného těžiště tak, jako byly předtím na snímku na Petriho misce 
(viz Obr. 17). 
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Obr. 21 - Distribuce kolonií okolo těžiště 
 
 Na Obr. 22 je zobrazená závislost kumulativní četnosti na relativním poloměru, která 
zobrazuje tendenci rostu počtu kolonií kvasinek směrem od těžiště. Stoupaní není pravidelné, 
protože distribuce kolonií je nerovnoměrná. Nerovnoměrnost počtu a také velikosti kolonií 
je viditelná na grafe závislosti hustoty pravděpodonosti na relativním poloměru analyzované 
oblasti (viz Obr. 23). Různě velkou šířku píků a jejich méně výrazné minima a maxima 
ovlyvnují kolonie nestejného průměru a také shluky, které vytvářej. Za těchto podmínek 
lze ze vzdálenosti maxim odhadnout jenom přibližnou velikost kolonií.  
 
 
 
Obr. 2 Závislost kumulativní četnosti na relativním poloměru 
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Obr. 3 Hustota pravděpodobnosti jako funkce relativního poloměru 
 
 Vynesené byly závislosti četnosti a kumulativní četnosti na poloměru v logaritmickém 
měřítku (viz Obr. 24 a Obr. 25) a strmost jejich regresních přímek určuje fraktální dimenze 
ploch a rozhraní kolonií. Hodnoty jsou zatíženy větší chybou, protože se jedná o reálna data 
a jsou uvedeny v Tab. 2. 
 
 
Obr. 4 - Logaritmická závislost četnosti na poloměru 
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Obr. 25 - Logaritmická závislost kumulativní četnosti na poloměru 
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4. DISKUSE EXPERIMENTÁLNÍCH VÝSLEDKŮ 
 V rámci této bakalářské práce byly zpracované snímky kolonií kvasinek obrazovou 
analýzou, čímž byly vypočteny jejich fraktální parametry, určená byla distribuce kolonií 
od těžiště, vypočtený byl průměr kolonie a stanoven jejich počet. 
 Nejvíc vypovídajícím výsledkem o velikosti a rozložení byly grafy závislosti hustoty 
pravděpodobnosti na relativním poloměru. Na Obr. 26 jsou na demonstraci ukázané vybrané 
snímky a jejich grafy. 
 
 
 
 
 
 
Obr. 26 - Grafy závislosti hustoty pravděpodobnosti na relativním poloměru 
 
 Histogramy zobrazují závislost relativních četností kolonií na vzdálenosti v zadaných 
intervalech relativního poloměru od těžiště. Na grafech jsou jasně viditelné minima a maxima, 
která reprezentují přechody mezikruží, a tím určují velikost kolonií v dané oblasti. 
Při rovnoměrnějším rozprostření, jako při modelových datech, kdy se nacházejí kolonie jenom 
přesně v oblasti vymezené mezikružími, jsou minima a maxima výraznější. Vzdálenost 
sousedních maxim zobrazuje velikost kolonie. 
 Z experimentálních dat vyplývá, že se zvyšujícím se počtem kolonii dochází k jejich 
rovnoměrnějšímu rozložení v omezeném prostoru a zmenšují se.  
 Hodnoty analyzovaných dat v přehledné tabulce (Tab. 2) obsahují hodnotu prahu, fraktální 
dimenze rozhraní a plochy kolonií, průměr kolonii v pixelech pro každý obrázek a jejich 
1 2 43 
3 
1 
4 
2 
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skutečnou velikost v mm, stanovený počet s využitím obrazové analýzy s porovnáním 
se skutečným počtem.  
Tabulka 2 Stanovené hodnoty dimenze a velikosti kolonií 
 
obrázek 
hodnota 
prahu 
průměr 
kolonií 
(pixely) 
průměr 
kolonií  
(mm) 
stanovený 
počet 
kolonií 
skutečný 
počet 
kolonií 
dimenze 
rozhraní 
dimenze 
plochy 
model 1 x 42 x 45, 04 45 1,33 1,80 
model 2 x 25 x 282,25 285 1,57 2,62 
vzorek 1 230 42 2,79 13,09 11 0,67 2,53 
vzorek 2 190 36 2,39 51,87 60 0,79 2,05 
vzorek 3 210 27 1,79 57,08 63 1,35 2,44 
vzorek 4 200 11 0,73 278,77 370 0,69 2,57 
vzorek 5 210 13 0,84 258,48 333 0,91 2,18 
vzorek 6 190 37 2,46 46,10 48 0,71 1,81 
vzorek 7 190 14 0,93 321,13 382 0,36 2,76 
vzorek 8 200 16 1,06 288,39 303 1,47 2,80 
vzorek 9 200 13 0,84 264,96 304 0,49 1,91 
vzorek 10 200 20 1,33 146,44 158 1,22 2,69 
vzorek 11 200 15 0,99 249,512 265 1,45 2,54 
vzorek 12 200 16 1,06 286,74 298 0,78 1,91 
 Počet kolonií kvasinek byl stanoven na základě průměrné velikosti kolonií kvasinek. 
Relativně přesné výsledky byly zjistitelné jenom u modelových dat, kde byl použitý stejný 
poloměr na každou modelovou kolonii. Stanovené hodnoty průměru a počtu kolonií 
experimentálních dat jsou jenom přibližné zprůměrované údaje. Na chybu stanovení mělo vliv 
několik faktorů. Prvním je, že velikost kolonií nebyla stejná, druhým, že kvasinky tvořily 
menší nebo větší shluky kolonií. Důležité bylo i vhodné naprahovaní snímku, aby byly 
co nejvíc odstraněny okraje Petriho misky, čímž ale často nastalo zmenšení nebo i odstranění 
kolonií, které se nacházely v těsné blízkosti okraje.  
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5. ZÁVĚR 
 V bakalářské práci byly zjišťovány vlastnosti kolonií kvasinek Saccharomyces cerevisiae, 
a to využitím metod obrazové analýzy. V  programu HarFA byla provedena fraktální analýza 
pomocí vlnkové transformace. Pomocí metody Box Counting byla zjištěna optimální hodnota 
prahu pro další analýzu. Pomocí MS Excel byly pomocí metody Mass-Radius stanoveny další  
fraktální parametry digitálních obrazů.  
 V experimentální části byla nejprve analyzována modelová data, na kterých byla určená 
distribuce a tendence počtu směrem od těžiště soustavy. Na grafickém zobrazení je viditelné, 
že distribuce byla takměř rovnoměrná a počet modelových kolonií vzhledem od středu 
soustavy, kterým bylo těžiště, se zvětšoval lineárně nebo měl pravidelný ostřejší spád. Poté 
byly analyzovány snímky pořízené v laboratoři. Vynesené byly jejich distribuční funkce, 
na kterých je zobrazené rozložení kolonií kvasinek v prostoru. Z grafů lze usoudit, 
že distribuce je nerovnoměrná a také se vyskytovaly i shluky pozůstávající z více kolonií.  
 S využitím jednoduchých metod obrazové analýzy byly úspěšně stanoveny průměry kolonií 
a také jejich přibližný počet. Hodnoty vyjadřujíce počet jsou zataženy malou akceptovatelnou 
odchylkou.  
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